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Streszczenie

Ekstremofilne grzyby strzepkowe stanowia wazne Zrodfo bioczasteczek o potencjalnych
zastosowaniach przemystowych. Dzieki mechanizmom adaptacyjnym, ktére pozwalajg
im rozwija¢ sie w trudnych warunkach srodowiskowych, s one w stanie produkowac
czgsteczki o zwiekszonej stabilnosci, bioaktywnosci oraz o nowych wiasciwosciach. Pomimo
tych zalet, biomolekuty pochodzgce od ekstremofilow sg wcigz w duzej mierze niezbadane,
zwtlaszcza w przypadku grzybow ekstremofilnych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byfta charakterystyka grzybéw strzepkowych
pochodzacych ze s$rodowisk ekstremalnych oraz ocena mozliwosci przemystowego
wykorzystania produkowanych przez nie bioczasteczek, w tym enzymoéw hydrolitycznych,
pigmentow i biosurfaktantow, ze szczegolnym uwzglednieniem przemystu spozywczego.

W niniejszej pracy przebadano 21 szczepdw halofilnych i halotolerancyjnych grzybow
strzepkowych wyizolowanych z gleb zasolonych w Polsce i we Wioszech, a takze psychrofilny
szczep Aureobasidium pullulans P8 wyizolowany z gleby antarktycznej. Halofile analizowano
pod katem tolerancji na zasolenie, produkcji zewngtrzkomdrkowych enzymow
hydrolitycznych (ocena indeksu enzymatycznego), zdolnosci do produkcji biosurfaktantow
(badania przesiewowe aktywnosci hemolitycznej, a nastepnie ocena wiasciwosci
emulgacyjnych wybranego szczepu) oraz bezpieczenstwa biologicznego poprzez badania
przesiewowe na obecno$¢ wybranych mykotoksyn (metoda oparta na HPLC). Na podstawie
obserwacji z testow halotolerancji, szczep halofilny Aspergillus tubingensis FF14 wybrano
do badarn nad produkcjg pigmentéw oraz ich szczegétowg identyfikacja (UV-Vis oraz
UHPLC-DAD-ESI-MS/MS), oceng wilasciwosci antyoksydacyjnych (testy DPPH i FRAP) oraz
optymalizacjag warunkéw produkcji z zastosowaniem metod statystycznych (metoda
Taguchiego). Psychrofilny A. pullulans P8 badano pod katem produkcji biosurfaktantow
w niskich temperaturach, co obejmowalo ocene wiasciwosci emulgacyjnych surowych
biosurfaktantow (aktywnosé emulgacyjna, indeks emulsji i zdolnos¢ do dyspersji oleju) oraz
charakterystyke chemiczng (FTIR). Dla wybranych szczepow przeprowadzono
sekwencjonowanie catego genomu; genomy zfozono, zdeponowano i przeanalizowano w celu
identyfikacji genow oraz szlakow biosyntezy zwigzanych z produkcjg zidentyfikowanych
zwigzkow.

Uzyskane wyniki pozwalajg na kompleksowq charakterystyke ekstremofilnych grzybdéw
strzepkowych oraz ich zdolnosci do produkcji bioaktywnych bioczgsteczek w warunkach stresu
srodowiskowego. Badania przesiewowe grzybéw halofilnych i halotolerancyjnych
potwierdzity, ze wszystkie szczepy charakteryzowaly sie tolerancja na podwyiszone zasolenie.
Wszystkie szczepy tolerowaty stezenia do 10% NaCl, przy czym siedem z nich byto zdolnych
do wzrostu nawet w stezeniu 17,5% NaCl. Najczesciej obserwowanym optymalnym stezeniem
wzrostu byto 5% NaCl, co klasyfikowato te szczepy jako umiarkowanie halofilne. Ponadto
wszystkie testowane szczepy halofilne przejawiaty zdolnos¢ do produkcji co najmniej jednego
zewnatrzkomorkowego enzymu hydrolitycznego w warunkach zasolenia. Sposrod nich



Ramularia mali FF1 zostata uznana za najwydajniejszego producenta wielu enzymow,
osiggajacego najwyiszy indeks enzymatyczny wynoszacy 10,67 dla aktywnosci
pektynolitycznej. Badania przesiewowe biosurfaktantow potwierdzily aktywnosé
hemolityczng u 14 szczepdw przy 5% NaCl, przy czym jedynie 4 szczepy wykazaty wyniki
pozytywne przy 10% NaCl. Acremonium sclerotigenum FF3 wyrdzniat sie najwyzszqg aktywnosé
przy wyziszych stezeniach soli, a dalsze analizy potwierdzilty jego wtasciwosci emulgujace.
Badania przesiewowe mykotoksyn wskazaly na ograniczong produkcje analizowanych
zwigzkow, przy czym ochratoksyne A wykryto wylgcznie dla szczepu Penicillium canescens S10.

Na podstawie obserwacji poczynionych podczas badan przesiewowych przeprowadzono
dalsze badania nad produkcja pigmentu w wybranym szczepie halofilnym A. tubingensis FF14,
ktory wykazat pigmentacje wewnatrzkomérkowg w warunkach zasolenia. Wyizolowane
pigmenty wewnatrzkomorkowe zidentyfikowano jako neoksantyne, wiolaksantyne
i anteraksantyne. Potwierdzono aktywnos¢ antyoksydacyjng mieszaniny pigmentéw, jednak
byta ona nizsza niz w przypadku wzorca B-karotenu. Warunki produkcji zoptymalizowano
z powodzeniem przy uzyciu metod statystycznych, co doprowadzito do zwiekszenia
wydajnosci pigmentu. Adnotacja genomu i analiza poréwnawcza wykazaly obecnosé
biosyntetycznych klastrow genéw zwigzanych z biosyntezg karotenoidéw, co potwierdza
identyfikacje pigmentéw. Nie zidentyfikowano jednak genéw ani szlakéw bezposrednio
zwigzanych z ksantofilami, co wskazuje na konieczno$¢ dalszych analiz transkryptomicznych.

Rownolegle do badar nad grzybami halofilnymi zbadano réwniez grzyby psychrofilne jako
kolejng grupe ekstremofili zdolnych do produkcji zwigzkéw powierzchniowo czynnych.
Psychrofilny A. pullulans P8 wykazat zdolno$¢ do produkcji biosurfaktantéw aktywnych
w niskich temperaturach. Wiasciwosci produkcyjne i emulgujgce surowych biosurfaktantéw
potwierdzono w niskich temperaturach, uzyskujac indeks emulsji dla oleju rzepakowego
na poziomie do 34,11% w temperaturze 10°C. Ponadto zaobserwowano zwiekszong zdolnos¢
w testach ,oil displacement” oraz ,drop-collapse” w przypadku surowych biosurfaktantéw
uzyskanych z hodowli prowadzonych w nizszych temperaturach. Charakterystyka
wytworzonych biosurfaktantéw wskazata na ich glikolipidowy charakter oraz podobierstwo
strukturalne do liamocyn i lipidow poliolowych. Dodatkowo analiza genomu ujawnita
obecnos¢ gendw i biosyntetyczne klastry gendéw zwigzanych z biosyntezg liamocyn,
co potwierdza uzyskane wyniki eksperymentalne.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska dowodzi, ze ekstremofilne grzyby strzepkowe
stanowig bardzo zréznicowane i obiecujgce zrodto bioczasteczek o znaczeniu przemystowym.
Przeprowadzone badania poszerzajg aktualng wiedze na temat potencjatu metabolicznego,
zdolnosci adaptacyjnych oraz znaczenia biotechnologicznego tych mikroorganizméw.
Co wiecej, stanowig one solidng podstawe naukowa dla dalszych badar oraz przysziych
zastosowan ekstremofilnych grzybéw strzepkowych w innowacyjnych procesach
przemystowych i biotechnologicznych.
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